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Utilisatiion de derives d ' Indinibine pour la fabrication 
de medicaments • 

L' invention a pour objet une nouvelle utilisation en 
therapeutique de derives d» indirubine . 

L ' indirxibine appartient a la famille des indigoides . Le 
terme indigoide est utilise coinine nom generique des colorants du 
groupe de 1' indigo. II s'agit de bis-indoles, derives de di verses 
sources naturelles par fermentation, oxydatibn et dimerisation 
en presence de lumiSre. 

L'indirubine (ou isoindigotine) , r^pond k la formule A 




Elle constitue le principe actif du Danggui Longhui 
Wan, utilise en medecine traditionnelle chinoise dans le 
traitement de maladies chronigues, comme les leucSmies. 

Dcms la demande EP 98 109 854.2, dans laguelle certains 
des inventeurs de la demamde sont co - invent eurs, on rapporte que 
des derives d ' indigoides, parmi lesG[uels l'indirubine et ses 
derives, sont des inhibiteurs puissants des kinases cycline- 
dependcuites (CDKs en abrSge) , avec des ICgo (dose inbibitrice a 
50%) de 50 a 200 nM (voir egalement Hoessel et al. , Nature Cell 
Biology, vol 1, n*»l, mai 1999) . Ces kinases sont des regulateurs 
cles du cycle cellulaire. 

Les inhibiteurs entrent en competition avec I'ATP pour 
se lier a la sous-unite catalytique de la kinase. 

Ces proprietes inhibitrices de CDKs, qui entrainent un 
arret du cycle cellulaire, confSrent a ces derives d' indigoides 
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iin interet pour le traitement de pathologies liees k la perte du 
controle- de la proliferation comme les cancers, le psoriasis, 
les maladies cardiovasculaires, les maladies inf ectieuses, la 
nephrologie, les maladies neurodegeneratives et les infections 
5 virales. 

De maniSre surprenante, les inventeurs ont a present 
mis en evidence que, parmi ces derives d ' indigoides , seuls les 
derives d ' indirxibine exergaient en outre un effet inhibiteur sur 
une autre cible enzymatique, constituee par la glycogene 
10 synthase kinase-3P ou GSK-3p en abrege . 

Cette kinase est un element essentiel de la voie de 
signaux WNT. Elle est impliquee dans de . multiples processus 
physiologiques : regulation du cycle cellulaire par controle de 
taux de cycline Dl et de p-catiSnine, formation dorso-ventrale 
15 durant le dgveloppement , action de I'insuline sur la synthase de 
glycogene, excroissance axonale, neurotoxicite de HIV-1 a 
mediation par Tat, et autres. 

De. plus, on sait que la GSK-3P et la CDK5 sont 
respons£Lbles pour une bonne part de 1 ' hyperphosphorylation 
20 cuiormale de la proteine tau licuit les microtubules comme observe 
dans les filaments appariSs en helice deuis la maladie 
d» Alzheimer. 

On mesure ggalement l*interSt de pouvoir disposer de 
derives inhibiteurs de I'activite de GSK-sp pour favoriser la 
25 division cellulaire. 

Or, les seuls inhibiteurs de la GSK-sp connus a ce jour 
sont constitues par le lithium et certains derives de purine. 

La selectivity du lithium n'a pas ete rapportee, mais 
etant donne la nature atomique du produit, il est vraisemblable 
30 qu'elle doit Stre tres faible. De plus, le lithium n'agit qu'a 
des doses considerables (IC50 autour de 10 mM) . 
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15 



II en est de raeme avec les derives de purine decrits 
dans la demande WO 98/16528, qui sont peu selectifs et dont les 
IC50 sont autour de 10 /iM. 

L ' invention apporte une solution k ces probldmes avec 
1 'utilisation d * indirvibines de grande efficacite avec des IC50 
inferieures k 10 /iM, et le plus generalement de I'ordre de 5 & 
50 nM, pour la fabrication de medicaments inhibiteurs de GSK-Bp. 

Conformement k 1' invention, pour la fabrication desdits 
medicaments, on utilise des derives d'indirubine repondant a la 
f ormule generale I : . 




dans laquelle et R^, identigues ou differents, representent un 
atome d ' hydr ogdne , un a tome d'halog^ne; un groupe hydroxy; un 

20 groupe mfithylSnehydroxy; un radical alcoyle ou alkyloxy du 
mSthyl&nealkoxy, a chaine droite ou ramifige, en CI a C18; un 
radical cycloalkyle ayant 3^7 atomes de carbone, comprencuit le 
cas echgant un ou plusieurs heteroatomes ; un radical aryle, 
aralkyle ou aryloxy, substitu§ ou non substitu6, comprenemt le 

25 cas echeant un ou plusieurs h€teroatomes ; un groupe mono-, di- 
ou trialkylsilyle aycuit 1^6 atomes de carbone, indSpendaumnent 
l»un de l' autre, dans chaque cas, dans le groupe alkyle a chaine 
droite ou raunifiSe; un groupe mono-, di- ou triarylsilyle, avec 
des groupes aryle substitues ou non, independamment I'un de 

30 1' autre, dans chaque cas; un groupe trif luoromfithyle; un groupe 
-COM; -COOM; bu -CHjCOOM, avec M representant un atome 
d'hydrogene, un groupe alkyle en CI a CIS, a chaine droite ou 
ramifiee, substitute le cas echeant par un ou plusieurs groupes 
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hydroxy et/ou amino, ou un groupe aryle comprenant le cas 
echesmt un ou plusieurs heteroatomes, pouvant Stre sxibstitue par 
im ou plusieurs atomes d^halogene, radicaux alkyle ou groupe 
al coxy ; xm groupe 

5 -Nr"r", dans lequel r" et r", identiques ou 

differents, representent xm atome d'hydrogene, un radical alkyle 
a chaine droite ou ramifiee, en CI a C18, le cas echeant 
substitue en outre par un ou plusieurs groupes hydroxy et/ou 
amino, un groupe aryle, substitue ou non, comprenant le cas 

10 echeant un ou plusieurs heteroatomes; un groupe acyle; un groupe 
methyl eneamino -CHj-NR^^R^^, dsins lequel R^^ et r" presentent les 
significations ci-dessus; un groupe benzyle, dans lequel le 
noyau benzene comprend, le cas echeant, un ou plusieurs 
heteroatomes; un groupe methylenecycloalkyle avec 3 a 7 atomes 

15 de carbone, comprenant le cas echeant un ou plusieurs 
heteroatomes; un residu d'acide amine physiologicfue lie a 
1* azote, comme un amide; un O-glycoside ou un N-glycoside, dans 
lequel le glycoside est choisi parmi les monosaccharides ou les 
disaccharides; ou un groupe methylSnesulfonate; R^, R^, R*, R^, 

20 r'', R*, R' et R^®, identiques ou diffSrents, reprSsentent un atome 
d'hydrogSne; d'halogene; un groupe hydroxy; un groupe nitroso; 
un groupe nitro; un groupe alkoxy; un groupe alkyle a chaine 
droite ou ramifiee, en Cl k CIS, le cas Scheant substitue par un 
ou plusieurs groupes hydroxy et/ou amino; un groupe aryle, 

25 substitue ou non, comprenant le cas gcheant un pu plusieurs 
heteroatomes; un groupe aralkyle, substitue ou non, comprenant 
le cas echeant un ou plusieurs hSteroatomes; im groupe aryloxy, 
substitue ou non comprenant le cas echSsmt un ou plusieurs 
heteroatomes; un groupe mSthylenearyloxy, siibstitue ou non, 

30 comprencint le cas echeant un ou plusieurs heteroatomes; un 
groupe cycloalkyle, avec 3 a 7 atomes de carbone, compreneuit le 
cas echeant un ou plusieurs heteroatomes; un groupe 
methylenecycloalkyle, avec 3^7 atomes de carbone, comprensuat 
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le cas ecixeant un ou plusieurs het6roatomes ; iin groupe 
trif luoromethyle; un groupe -COM; -COOM; bu CHaCCXJM, avec M 
represent ant un atome d^hydrogSne, un groupe alkyle en CI a CI 8, 
a chaine droite ou ramifiee, substitute le cas echeant en outre 
5 par un ou plusieurs groupes hydroxy et/ou amino^ ou un groupe 
aryle comprenant le cas echeant un ou plusieurs heteroatomes, 
pouvant etre substitue par un ou plusieurs atomes d'halogene, 
groupes alkyle ou groupes al coxy ; un groupe -NR^^r", dans lequel 
R^^ et R^^, identiques ou differents, representent un atome 

10 d'hydrogene, un radical alkyle a chaine droite ou ramifiee, en 
CI a C18^ le cas Echeant substitue en outre par un ou plusieurs 
groupes hydroxy et/ou amino, un groupe aryle substitue ou non, 
comprencuit le cas echeant un ou plusieurs heteroatomes, un 
groupe acyle, ou dans lequel 1' atome d' azote fait partie d'un 

15 groupe cycloalkyle ayant 3 a 7 atomes de carbone, comprenant le 
cas tchSauit un ou plusieurs heteroatomes ; un groupe -CONR^^", 
dans lequel R^^ et R^ presentent les significations ci-dessus; tin 
groupe hydroxylcunino; un groupe phosphate; un groupe 
phosphonate; un groupe sulfate; un groupe sulfonate; un groupe 

20 sulfonamide; tin groupe -SOjNR^^r", d2Uis lequel R^^ et R^^ 
presentent les significations donnees ci-dessus; un groupe azo - 
N=N-R^^, dans lequel R^^ reprfisente tin groupe aromatique, le cas 
echScUit substitue par un ou plusieurs groupes carboxyle, 
phosphoryle ou sulfonate, ou tin groupe O-glycoside ou N- 

25 glycoside, dcuis lequel le glycoside est choisi parmi les 
monosaccharides ou les dissachetrides; ou R^ et R^, et R* et r", 
respect ivement, forment ensemble, independamment I'tin de 
1 'autre, un cycle ayant 1 a 4 groupes CH2, le cas echeant 
substitue; et X et Y, identiques ou differents, representent un 

30 atome d'oxygene; de soufre; de selenitim; de telluritim; un groupe 
-NR^*, dans lequel R^'* represente un atome d'hydrogene, un groupe 
alkyle, a chaine droite ou ramifiee, en CI a CIS, le cas echeant 
substitue par tin ou plusieurs groupes carboxyle, phosphoryle ou 
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sulfonate, un groupe aryle siibstitue ou non, comprenant le cas 
gcheauit un ou plusieurs heteroatomes, un groupe aralkyle, ou un 
groupe sulfonate; ou -NOR^*, dans lequel le groupe r" presente 
les significations donnees ci-dessus, 

et les sels de ces d6riv6s physiologiquement acceptables. 

Dams une disposition de 1» invention, un ou plusieurs 
atomes d'un ou plusieurs cycles benzeniques sont remplac^s par 
des atomes d' azote. 

Dans une autre disposition, un ou plusieurs systdmes 
cycliques aromatiques ou non aromatiques, cjui comprennent , le 
cas echeant, un ou plusieurs heteroatomes independamment I'un de 
1' autre, sont condenses au systeme indirubine. 

Dans encore une autre disposition, les derives 
d' indirubine de formule (I) sont lies a un ester de 
polyethyleneglycol ou a un ether de poly6thyleneglycol par des 
liaisons, respectivement , ester ou fither. 

Ii' invention vise plus specialement les derives 
d* indirubine possedant une ICgo vis-a-vis de GSK-3P inferieure a 
10 et de pr^fSrence a 1 fiM, et notamment ceux avec une ICgo 
inferieure a 50 nM. 

De manidre prSferee, dans de tels derives, X et Y, 
identiques ou diffSrents, representent un groupe = O oil = NOH. 

Deuis les families correspondcuites, les substituants R^, 
R^, R* et R® pr^sentent avantageusement les significations 
suivantes : 

- R^: un atome d'hydrogSne, d'halogSne, un radical 
alkyle, un groupe -SO3H, -SO2NH2, -SO2-N- {CH3) 2, -SO2-N-C2H5-OH, - 
SO2-N- (C2H5-OH)2, -SO2-NH-CH3, 

- R^ et R®, independanunent I'un de 1' autre : un atome 
d'hydrogene ou d'halogene, 

R^: un radical alkyle ou aryle, les autres 
substituants donnes sur la formule (I) represeiitcuit un atome 
d ' hydrogene . 
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DcU3S une famllle preferee selon 1' invention, 
X = Y, ces deiix siibstituants representant un groupe =s O. 

Des derives de cette famille constiituant des 
inhibiteurs de GSK-3P de grande efficacite, avec des IC50 
inferieures h 5 /xM, le plus gSngralement a 1 ^04, voire ^ 50 nM, 
comprennent avantageusement des substitucints R^, R^, R* et R® 
repondant aiix significations suivantes : 

- R^: alkyle, notamment methyle, et phenyle, 

- R^ : hydrogene, halogene (F, Cl, Br, I), NOj, 

- SO3H, -SO2NH2, -S02-N(CH3)2, -SO2-N-C2H5-OH, -SO2-N- (C2H5-OH)2, 

-S02-NHCH3, 

-R* et R°: halogene, en particulier I oil Br, 
les autres substituants donn6s dcuis la formule (1) representant 
un atome d ' liydrogSne . 

Des derives particulierement preferes sont choisis 
parxni 1 " indimbine , la 5-iodo-indirubine, la S-bromo-indirubine, 
la 5-chloro-indirubine, la 5- fluoro- indimbine, la 5-m6thyl- 
indirubine, la 5-nitro-indirubine, la S-SOjH-indirxibine, la 5'- 
bromo'indirubine , la 5-5 ■ -dibromo- indimbine ou 1 • acide 5 ' - 
bromo- indimbine 5-sulf onique, 

Dans une autre famille prefSree selon 1' invention, X 
reprSsente un groupe = NOH et Y un groupe = O. 

Dans un groupe prefere de cette famille, R^ represente 
un atome d'halogdne, notamment I, ou un groupe 
-SOjNa. 

Les derives correspondants presentent avantageusement 
une IC5Q vis-a-vis de GSK-sp inferieure a 100 iiM, et meme pour 
nombre d'entre eux inferieure a 50 nM. 

Des derives preferes de ce groupe sont choisis pairmi 
1 • indirubine-3 • -monoxime, la 5-iodo-indirubine -3 * -monoxime et la 
5 -SOaNa- indimbine -3 ' -monoxime . 

Comme indique plus haut, les derives def inis ci-dessus, 
ont deja ete decrits comme inhibiteurs des CDKs, ainsi que 
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d'autres indigoldes derives par eixemple de 1' indigo ou de 
I'isoindigo. Or de maniere surprenante, seuls les derives 
d'.indirxibine exercent en outre un effet inhibiteur vis.-Sl-vis de 
GSk-3p. 

Get effet est le plus generalement du meme ordre de 
grandeur vis-a-vis des CDKs et de la GSK-3p. 

Les medicaments f cUbriques conf ormement ^ 1 • invention en 
utilisant les derives d'indirubine definis ci-dessus sont 
utilisables pour le traitement des pathologies dans lesquelles 
la GSK-3P est impliquee. 

II en est ainsi par example des diabetes, ou les 
inhibiteurs de GSK-3P spnt utilisables conune insulino-mimetiques . 
On rappelle que I'insuline agit par une cascade d'ev^nements 
biochimiques conduisant a une inhibition de la GSK-3P et que 
cette inhibition est responsable de la reponse des cellules a 
l*insuline. 

De meme, ces m^diceunents presentent un grand int£rSt 
pour le traitement de maladies neurodfigSnfiratives. Comme 
d&nontre dans les exen^les, 1 vhyperphosphorylation de la 
proteine tau provoqu6e par CDKS et GSK-3P peut etre en effet 
inhibee par les dSrivSs d ' indirubine . En administrant les 
m§dicaments fcUbriques selon. 1* invention, il est alors possible, 
grace a leur effet inhibiteur a la fois de CDKS et de GSK-3p, 
d'empecher 1 'hyperphosphorylation de la proteine tau chez les 
malades d 'Alzheimer et de lutter contre la neurodegenerescence . 

Ces medicaments trouvent egalement xine application de 
grand interet pour le traitement de maladies maniaco- 
depressives • 

On citera egalement leur utilisation pour le traitement 
de csuicers oH leur effet inhibiteur a la fois de GSK*3P et de 
CDKS, cpii se traduit par I'apoptose de la cellule tumorale, est 
avantageusement mis a profit. 
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Ces medicaments s*averent egalement e£ficaces pour le 
traitement: de maladies provoquees par des parasites 
iinicellulaires comme la malaria, les trypanosomes, les 
leishmcuiias, les toxoplasmes, les pne\imocystis et autres, ou des 
parasites pluricellulaires, comme les chcunpignons et les vers. 

Lors de 1 ' elaboration des medicaments, les principes 
actifs, utilises en quantites therapeutiquement efficaces, sont 
melanges avec les vehicules pharmaceutiquement acceptables pour 
le mode ,d • administration choisi. 

Ainsi pour une administration par voie orale, les 
medicaments sont prepares sous forme de gelules, comprimes, 
dragees, capsules, pilules, gouttes et analogues. De tels 
medicaments peuvent renf ermer de 1 a 100 mg de principe actif 
par unite. 

Pour 1 " administration par voie injectable 
(intraveineuse, sous-cutanee, intrcumisculaire) , les medicaments 
se presentent sous forme de solutions steriles ou sterilisables. 
Les doses par unitS de prise peuvent varier de 1 a 50 mg de 
principe actif. La posologie quotidienne est choisie de maniSre 
a obtenir urie concentration finale d"au plus 100 /xM en derive 
d*indirubine dans le sang du patient traite. 

Afin d'illustrer 1' invention, sans toutefois en limiter 
sa portee, on rapporte dans les exemples qui suivent d' autres 
caractSristiques et avantages. 

Dans ces exemples, il sera fait reference aux figures 1 
k 3, qui representent respectivement, 

- les figures lA a IC, les effets inhibiteurs d» indirubines 
utilisees selon 1' invention vis-a-vis de GSK-sp , CDK5/p25 et 
CDKl/cycline B, 

- la figure 2, I'effet competiteur avec ATP pour la fixation k 
GSK-3P, et 

- la figure 3, I'effet inhibiteur par les indirubines, in vitro, 
de la phosphorylation de tau par GSKrSp. 
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. Caracterisation des indiirubines 

Les analyses elementaires ont ete effectuees a I'aide 
d'un appareil d' analyse elementaire de CHN Perkin-Elmer 2400. 
lies spectres de RMN^H ont ete enregistres a 400 MHz, de RMN ^^C a 
5 100 MHz sur \in appareil Bruker AMX 4 00, avec coirane reference 
interne du tStramethylsilane . s designe un singulet, d, un 
dotiblet et m, un multiplet. Les spectres de masse ont ete pris 
selon le mode d'ions positifs sous impact electronique (EI 70) 
et avec un appareil Finingan MAT 90 . 

10 

• Exemples de syntheses d' indirubines 

indirtibine 

L' indinibine est preparee selon Russell et al, 
J.Am.Cliem.Soc. 1969, 91, 3851-3859 (methode raodifiee) en utilisant 

15 1,76 g (12,0 mmole) d'isatine et 2,00 g (11,4 mmole) 
d* indoxylacetate. Apres filtration, le residu est lave 2 fois 
avec du metticinol, et plusieurs fois avec de I'eau f roide, jusqu'i. 
lieutralitS du filtrat. Le produit est seche sur KOH. On obtient 
2,42 g (81,0%) de cristaux violet sombre = 0,64 (acetate 

20 d'ethyle hexane 1/1 v/v) ; PF 341-343 <>C : ^H-RMN (DMSO-dg) 5 6,91 
(d, J = 8,1, C7H) , 7,02 (m, C5H et CS'H), 7,26 (m,C6H), 7,42 
(d, J = 8,1, C7'H), 7,58 (mC6'H), 7,66 (d,tJ= C4'H)> 8,77 (d, J 
= 7,7, C4H) , 11,01 (s) et 10,88 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN (DMSO 
-dfi, 9tf*>C) 5 106,97 (s, C3), 109,57 (d,*! = 162,2, CI), 113,15 (d, 

25 J = 168,7, C7'), 119,37 (s, C3a'),121,21 (d, jr= 162,1, Hz) et 
121,19 (d, J = 162,1 Hz) (C5 et C5 • ) , 121,58 (s,C3a), 124,62 
{d,^ = 164,6, Hz) et 124,20 (d, J" = 163,8, Hz) (C6 et C4 • ) , 
129,15 (d, J = 159,8, C4) , 136,85 (d, i7= 161,4, C6 • ) , 138,48 (s, 
C7a) / 141,07 (s, C7a'),152,35 (s, C2 ' ) , 171,11 (s, C2) , 188,27 

30 (s, C3'); MS m/e 262 (M\ 100), 234 (43), 205 (25), 131 (4) . 
Anal. (CifiHioNjOj) C, H, N. 
5 - iodoindirubine 
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On procSde comme decrit pour 1 » indirxibine . En parteuit de 655 mg 
de 5-iodoisatine (2,40 nnnole) et de 399 mg d* indoxylacState 
(2,28 nnnole, la reaction conduit k 720 mg de produit brut. Par 
recristallisation a partir d'§thanol, on obtient 58 mg (6,2 %) 
5 de cristaux violet sombre ; Rf = 0,68 (acState d'ethyle/hexane 

1/1 v/v) ; PF 334-335 "C : ^H-RMN (DMSO-dg) 5 6,75 (d, J" = 8,1, 
C7H) , 7,04 ;1H (m, C5'H), 7,42 (d, J'= 8,1, C7'H), 7,57 (m, C6H 
et C6'H), 7,65 (d, J" = 7,5, C4'H), 9,11 (s, C4H) , 11,00 (s) et 
11,09 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN (DMSO -dg, SO'C) S 83,73 (d, J = 

10 16,9, C5), 105,18 (s, C3) , 111,85 (d, J = 164,6, C7) , 113,43 
(d,J- = 167,2. C7»), 119,27 (s, C3a'), 121,65 (d,J= 163,6, C5'), 
124,03 (S, C3a) , 124,44 (d, J = 163,9, Hz, C4 ' ) , 132,49 (d, J= 
171,2, C6) , 137,00 (d, J = 166,9, Hz) et 137,15 (d, J = 160,1 
Hz) (C4 et C6'), 139,26 (s, C7a'), 140,44 (s,C7a), 152,41 (s, . 

15 C2'), 170,48 (s,C2), 188,54 (s, C3 • ) ; MS m/e 388 (M*, 100), 360 
(3), 261 (6), 233 (16), 205 (16). Anal. (CisHsINjOa) C, H, N. 
5-bromo.indirubine 

On procSde comme d6crit pour 1 • indirubine . En part ant de 1,30 g 
de 5-bromoisatine (5,75 mmole) et de 1,00 g d ' indoxyl acetate 

20 (5,71 mmole), le produit brut est . recristallisS a piartir de 
pyridine et conduit Sl 1,16 g (59,3 %) de cristaux noirs avec une 
nuance violette; R/ = 0>49 (acetate d'ethyle hexane l/l v/v) : 
^H-RMN (DMSO-dg) 5 6,86 (d, J = 8,4, C7H) , 7,05 (pt, CS'H), 7,41- 
7,31 (m, C6H et C7'H), 7,59 (m,C6'H), 7,66 (d, J = 7.5, C4'H), 

25 8.94 (s, C4H), 11.10 (s) et 11.00 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN 
(DMSO -de. 90»C) 5 104,92 (s. C3) , 111,24 (d,J = 165,1. C7) , 
112,89 (s, C5). 113,53 (d, J = 167,8. C7 • ) , 118,92 (s,C3a'), 
121,64 (d,t7 - 164.4. C5 • ) , 123.41 (s. C3a) . 124,49 (d, J" - 164,0, 
C4'). 126,60 (d, t7 = 171.3. C6) . 131,03 (d, 167,1, C4) , 137,29 

30 (d, J = 160,9, C6'), 139,16 (s. C7a'), 139,74 (s,C7a), 152,42 
(s, C2'), 170,50 (s,C2), 188,77 (s, C3 ' ) ; MS m/e 342 (M*, 100), 
340 (M*. 100) 314 (18), 312 (18), 261 (7). Anal. (CigHjBrNjOj) C, 
H. N. 
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5 - chloroindlrxibine 

On opere coxiime dficrit pour 1 ' indinibine . En partsuit de 500 mg de 
S-chloroisatine (2,75 mmole) et de 480 mg d' indoxylacetate {2,13 
iiunole) , on obtient 766 mg (94,6 %) d'une poudre violette, R/ = 
5 0,60 (acetate d'ethyle /hexane 1/1 v/v) : . ^H-RMN (DMSO-dg) 5 6,89 
(d, 17= 8,3, C7H), 7,04 (m, C5'H), 7,27 (d, J= 8,3, C6'H), 7,42 
(d,cJ = 7,8, C7'H), 7,58 (m, C6»H), 7,65 (d, J= 7,6, C4'H), 8,78 
(s,C4H), 10,99 (s) et 11,09 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN (DMSO-dg) 5 
104,95 (S, C3), 110,61 {d,J' = 164,6, C7) , 113,50 (d, iJ= 168,6, 
10 C7'), 118,85 (S, C3a'), 121,54 (d, J"^ 165,4, C5 • ) , 122,85 (s, 
C3a) , 123,76 (d, J = 170,2 Hz) et 124,41 (d, J = 163,8 Hz) (C6 
et C4'),125,00 (s,C5) , 128,16 (d, »7 « 167,0, C4) , 137,21 (d, 17 = 
159,8, C6*). 139,10 (s) et 139,31 (s) ( C7a et C7a'), 152,39 (s, 
C2*), 170,52 (s, C2), 188,72 (s, C3 • ) ; MS jn/e 296 (M* , 100), 
15 268 (39), 233 (35), 205 (50) . Anal. (CigH^CINaO^) C, H, N. 
5 - f luroroindirubine 

On precede comme dScrit pour 1 • indirubine . En part ant de 500 mg 
de 5-fluoroisatine (3,03 mmole) et de 530 mg d' indoxylacetate 

(3,00 mmole), on obtient 776 mg (92,4 %)d'une poudre violette, Rf 
20 = 0 , 32 (acetate d'ethyle/ hexane 1/2 v/v): IH-RMN (DMSO-d6) 5 6,87 

(dd, Ji,,H = 8*3, Jh,h = 4,7 C7H) , 7,10-7,01 (m, C6H et C5'H), 7,42 

(d, J" = 8,2, C7'H), 7,58 (pt, C6'H), 7,65 (d, 7,4, C4 'H) , 

8,56 (d, JF,/f = 10,6, C4H), 11,00 (b,NlH et Nl'H) ; "c-RMN (DMSO- 
dg) 5 105,93 (s, C3), 110,13 (dd,Ji:,H 163,5, = 8,7, C7) , 

25 111,34 (dd, *7c^H =169,3, *Jc,f = 27,6, C6) , 113,57 (d, *7 = 162,0, 
C7M, 115,24 (dd, CTc^b^ 188,9, 24,7, C4) 118,98 (s,C3a»), 

121, 64 (d, tJ = 164,2, C5 • ) , 122,41 (d, Jc.r^ 10,8, C3a) , 124,56 

(d, tJ « 163,5, C4'), 137,31 (s, C7a) 137,36 

(d, J- = 162,8, C6'), 139,12 (s, C7a*) 152,60 (s, C2 • ) , 157,40 
30 (d, Jc,r = 233,2, C5) , 171,02 (s, C2) , 188,96 (s, C3 ' ) ; MS m/e 
280 (M* , 100), 252 (73), 223 (32). Anal. (CigHjFNjOa) C, H, N. 
5 - me t hyl indi rubine 
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On opere comme decrit pour 1 * indirubine . En partant de 500 mg de 
5-methylisatine (3,10 mmole) et 540 mg d» indoxylacetate (3,07 
mmole) , on obtient 781 mg (92,0 %) d'lone poudre violette, Ry = 
0,44 (acetate d' ethyle/hexane 1/2 v/v) : hl-RMN (DMSO-d^) 6 2,33 
5 (S, CH3) , 7,08-7,0 (m, C6H et CS'H), 6,79 (d, c7 = 7,9, C7H) , 7,42 
(d, J- = 7,9, C7'H), 7,58 (pt, C6'H), 7,64 (d, 7,6, C4'H), 

8,63 (s,C4H), 10,79 (s) et 11,00 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN 
(DMSO-dg) 5 20,99 (q,J'= 126,5, CH3), 106,79 (s, C3) , 109,17 (d, 
J = 161,3, CI), 113,33 (d, J = 168,5, C7 • ) , 119,94 (s, C3a'), 

10 121,09 (d, J = 164,4 C5') 121,45 (s,C3a), 124,19 (d, tJ = 163,7, 
C4«), 125,11 (d, J = 164,4, C6) , 129,72 (d, J = 157,4, C4) , 
129,72 (s, C5) 136,96 (d, *J= 161,6, C6 • ) , 138,08 (s) et 138,65 
(s) (C7a et C7a'), 152,38(s, C2 ' ) , 171,93 (s, C2) , 188,49 (s, 
C3') ; MS /n/e 276 (M* , 100), 261 (10), 248 (47), 247 (53). Anal. 

15 (C^HiaNaOa) C, H, N. 
5 -nitroindirubine 

On procede comme decrit pour 1 ' indirubine . En partcmt de 1,00 g 
de 5-nitrpisatine (5,20 mmole) et 900 mg d ' indoxylac6tate (5,14 
mmole), on obtient 1,39 g (88,2 %) d'une poudre violette, 

20 0,16 (d'gthyle acetate/hexane « v/v): hi-RMN (DMSO-dg) 5 7,01 (d, 
J- = 8,7, C7H), 7,05 (pt, C5»H), 7,40 (d, J = 8,1, C7 • ) , 7,58 
(pt, C6'H), 7,64 (d, J = 7,5, C4'H), 8,13 (d, J = 8,7, C6H) , 
9,60 (s,C4H), 11,15 (s) et 11,49 (s) (NIH et N1»H); "c-RMN 
(DMSO-dg) 5 103,51 (s, C3), 109,27 (d, J = 167,8, C7) , 113,68 (d, 

25 J =167,8, C7'), 118,83 (s, C3a'), 119,48 (d, J = 167,8 C6) 
121,59 (s,C3a), 121,97 (d, J =» 163,0, CS • ) , 124,60 (d) et 124,69 
(d) (C4 et C4'), 137,37 (d, J = 161,6, C6 • ) , 139,97 (s, C5) 
136,96 (d, J = 161,6, C6 » ) , 138, (s) et 138,65 (s, C7a»), 
141,63(s, C5) , 145,71 (s, C7a) , 152,38 (s, C2 • ) , 170,93 (s, C2) , 

30 1 88 , 78 (s,C3') ; MS m/e 307 (M^^ , 100), 276 (10), 262 (100), 234 
(23). Anal. (C16H5N3O4) C, H, N. 
acide indirubine- 5 -sulfonique (sel de sodium) 
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On opere coimne decrit pour 1 » indirxibine . En parCant: de 250 mg du 
sel de sodium dihydrate de I'acide isatine-5-sulf onique (1,00 
-mmole) et de 170 mg d« indoxylacetate (0,971 mmole) , on obtient 
258 mg (70,8 %) d»un solide violet, R/ 0,73 (ethanol) : ^H-RMN 
5 (DMSO-dg) 5 6,84 (d, iJ= 8,0, C7H) , 7,04 (m, C5«H), 7,43 (d, i7 = 
8,0, C7«H), 7,54-7,61 (m, C4»H et C6'H), 7,67 (d, cJ = 7,4, C6H) , 
9,13 {s,C4H), 10,99 (s) et 11,05 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN 
(DMSO-dg) 5 106,25 (s, C3), 108,20 (d, J= 163,3, CI), 113,39 (d, 
J- = 168,6, C7'), 120,50 (s) et 118,98 (s) (C3a et C3a'), 121,28 

10 (d, J= 157,9 C5») 122,57 

(d, J= 169,4, C6) , 124,27 (d, J= 165,6, C4 • ) , 126,83 
(d, J- = 163,3, C4), 137,02 (d, J = 161,0, C6 • ) , 138,45 {s, C5) , 
140,89 (s) et 141,64 (s) (C7a et C7a'), 152,39 (s, C2 • ) , 171,14 
(s, C2) , 188,33 (s, C3'). Anal. {C^^H^^^aO^S 1,5 H2O) C, H, N. 

15 5 ' -bromoindirubine 

On opere comme dScrit pour 1 • indirubine . En partant de 59 mg 
d'isatine (0,40 mmole) et de 100 mg de 5-bromo-indoxylacetate 
(0,394 mmole), on obtient 123 mg (92,6 %) d'une poudre violette, 
Ry = 0,59 (ac6tate d • Sthyle/hexcuie 1/1 v/v) : ^H-RMN (DMSO-dg) 5 

20 6,89 (d, iJ = 7,8, C7H) , 7,02 (pt, C5H) , 7,26 (pt, C6H) , 7,39 (d, 
17= 8,5, C7«H), 7,71 (d, J = 8,5, C6'H), 7,76 (s,C4'H), 8,73 (d, 
J = 7,8, C4H), 10,89 (s) et 11,08 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN 
(CMSO-dg) 5 107,43 (s, C3) , 109,54 (d, J" = 161,4, C7) , 112,63 (s, 
CS'), 115,49 (d, J- = 169,4, C7'), 120,64 (s) et 121,20 (s) (C3a 

25 et C3a'), 121,20 (d, J = 160,0 C5) 124,69 (d, tJ = 154,5, C6) , 
126,31 (d, J = 163,0, C4'), 129,56 (d, *7 = 159,0, C4) , 137,69 
(s, C7a') 138,87 (d, J = 166,1, C6 ' ) , 141,05 (s, C7a) , 151,23 
(s, C2»), 170,64 (s, C2), 187,15 (s, C3 • ) ; MS m/e 342 (M*, 100), 
340 (M^, 100), 314 (16), 312 (16), 261 (1), 233 (44). Anal. 

30 (CigH^BrNjOa) H, N ,C: calc, 56,3; trouve, 55,7. 
5, 5' -dibromoindirubine 

On procSde comme decrit pour 1 • indirubine . En partant de 89 mg 
de 5-bromoisatine (0,39 mmole) et de 100 mg de 5-bromo- 
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indoxylac^tate (0,394 mmole) , on obtient 154 mg (94,0 %) d«\me 
poudre violette: ^-RMN (DMSO-dg) 5 6,84 (d, J = 8,1, C7H) , 7,42- 
7,36 (m, C6H et C7»H), 7,71 (d, J = 8,5, C6'H), 7,76 (s,C4«H), 
8,88 (s, C4H), 11,01 (s) et 11,16 (s) (NIH et N1*H); MS m/e 422 
5 {M\ 47), 420 (M%100), 418 (M*,48), 394 (3), 392 (7), 390 (3) , 
342 (25), 340 (25), 313 (15), 311 (15). Anal. (CifiHaBrjNjOj) C, H, 
N. 

acide 5 ' -bromoindimbine-S-sulf onique (sel de sodium) 

On precede comme decrit pour 1 ' indirubine . En partant de 224 mg 
10 de sel de sodium dihydrate de 1' acide isatine-5-sulf onique 
(0,787 mmole) et de 190 mg de 5-bromo-indoxylacetate (0, 74 8 

mmole) , on obtient 204 mg (56,9 %) d'une poudre violette: ^H-RMN 
(DMSO-dg) 5 6,82 (d, J = 8,0, C7H) , 7,40 (d, J= 8,5, C7»H), 7,55 
(d, jr = 8,0, C6H), 7,73 (d, J = 8,5, C6»H), 7,79 (s,C4'H), 9,09 
15 (s, C4H) , 11,11 (b,NlH et N1»H). Anal. (CigHaBrjNaNaOsSaHaO) H, N, 

C: calc, 40,1 ; trouve 39,6. 

indirubine-3 ' -monoxime 

On prepare ce composg comme decrit Farbwerke vorm. Meister 
Lucius & Bruning in Hoechst a.M. Verfahren zur Herstellung von 

20 Derivaten der Indirtibine. DRP 283726, Le produit brut est 
recristallisfi a partir d'ethanol/eau (7/2, v/v) . On obtient le 
compose recherchS sous forme de cristaux rouge sombre, R/ = 0,55 
(acetate d'Sthyle/hexane 1/1 v/v): hi-RMN (DMSO-dg) 5 6,90 (d, J 
« 7,9, C7H), 7,42 (d, cJ= 7,9, C7'H) , 7,58 (pt, C6'H), 7,64 (d, 

25 J = 7,6, C7H), 6,95 (m, C5H) , 7,03 (m, , C5»H), 7,13 (m, C6H) , 
7,41 (m, C6«H et C7»H), 8,24 (d, J = 7,2, C4H) , 8,65 (d, J = 
7,2, C4H) 10,72 (s) et 11,73 (s) (NIH et Nl'H), 13,48 (s, NOH) ; 
"C-RMN (DMSO-dg) 5 98,88 (s, C3) , 108,91 (d, J = 162,3, C7) , 
111,52 (d, 17= 165,8, C7 • ) , 116,54 (s, C3a'), 120,43 (d, 160,2, 

30 C5'), 121,49 (d, J = 161,6 C5) 122,66 (s,C3a), 123,09 (d, J = 
165,1, C6), 125,92 (d, J = 154,0, C4) , 127,95 (d, J =164,4, 
C4'), 132,02 (d, a = 159,5, C6 • ) , 138,34 (s, C7a) , 144,83 (s, 
C7a'), 145,32 (s, C2«)r 151,22 (s, C3 ' ) , 170,95 (s, C2) ; MSm/e 
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277 (M\ 100 %), 260 (87 %) , 247 (24 %) , 220 (14 %) , 205 (11). 
Anal. (C16H11N3O2 0,25 HqO) C, H, N. 

5- iodoindirubine-3 ' -oxime 

On opSre conune decrit poiar 1 ■ indirubine-3 • -monoxime . En partant 
5 de 250 mg d • indimbine- 3 • -monoxime (0,644 mmole) et de 175 mg de 
chlorhydrate d • hydroxylamine (2,52 mmole) dans 7,5 ml de 
pyridine, on obtient un precipite. Le produit brut est lave avec 
de I'eau et recristallise a partir d'ethanol. On obtient 119 mg 
(45,9 %) de cristaux rouge, Rf = 8,50 (d' acetate ethyle/hexcuie 

10 1/1 v/v) : ^H-RMN (DMSO-d^) 6,73 (d, J = 6,7, C7H) , 7,09-7,01 (m, 
C5'H), 7,44-7,40 (m, C6 , C6'H, et C7»H), 8,26 (d, J = 7,6, 
C4'H), 8,90 (s, C4H) , 10,79 (s) et 11,88 (s) (NIH et Nl'H), 
13,68 (s, NOH) ; "C-RMN (DMSO-d6) 5 83,69 (s, C5) , 96,59 (s, C3) , 
110,89 (d, .C7), 111,51 (d, CI'), 116,44 (s, C3a'), 121,77 (d, 

15 C5*) 125,40 (s,C3a), 127,42 (d, C4 • ) , 130,00 (d, C6) , 131,52 (d, 
C6»), 133,40 (d, C4), 137,20 (s, C7a) , 144,01 (s, C7a'), 146,68 
(s, C2«), 151,52 (s, C3'), 170,25 (s, C2) ; MS m/e 403 (M^^, 100), 
387 (9), 373 (10), 276 (5), 260 (46). Anal. {C^-iH^^^JO^) C, H, N. 

6- iodoindirubine 

20 On op^re comme decrit pour 1 » indirubine . En partant de 250 mg de 
6-iodoisatine (p,92 mmole) et de 120 mg d* indpxylacetate (0,69 
mmole), on obtient 182 mg (68,0 %) d'une poudre violet te, R/ = 
0,47 (acfitate d« fithyle/hexane 1/1 v/v), : hi-RMN (DMSO-dg) 5 7, 01 
(pt, J = 7,5, C5«H)^ 7,19 (s, C7H), 7,38 (m, C5H et C7»H), 7,56 

25 (pt, *J = 7,3, C6'H), 7,62 (d, *7 = 7,6, C4«H), 8,49 (d, J = 8,3, 
C4H) , 10,93 (s) et 11,03 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN (DMSO-d6) 5 
94,60 (d, J- = 10,4, C6), 105,57 (s, C3) , 113,71 (d, J= 163. S, 
C7'), 118,05 (d, J 167,1, C4') , 119,17 (s, C3a'), 121,24 

(s,C3a), 121,65 (d, 47 = 163,4, C7) , 124,56 

30 (d, J" = 163,4, C5'), 126,17 (d, 167,1, C4) , 129,99 

(d, J = 167,5, C5), 137,29 (d, J =161,0, C6 • ) , 139,07 (s, 
C7a'), 142,12 (s, C7a) , 152,56 (s, C2 • ) , 170,70 (s, C2), 188,83 
(s, C3»); MS Jn/e 388 (M* , 100), 360 (9) , 261 (15), 233 (53), 205 



wo 01/37819 PCTAFROO/03264 

17 

(53), 127 (2). Anal. (CigHalNaOj) H, N. C : calc, 49,5 %; trouvS 
48,5 %. 

1-methylindirtibine 

On procdde comme d&crit pour 1 • indirxibine - En partant de 200 mg 
5 de l-m€thylisatine (1,24 mmole) et 217 mg d ' indoxylacState (1,24 
imnole) , le produit brut est recristc^.lisS a partir de pyridine 
et sublimS (140®C, sous vide), on obtient 195 mg (56,9 %) de 
billes Claires legerement violettes violettes; Rf = 0,88 (ac6tate 
d • 6thyle/hexane 3/2 v/v: hl-RMN (DMSO-dg) 5 3,29 Cs, CHj) , 7,02- 

10 7,12 (m, C5H, C7H, et CS'H), 7,35 (pt, C6H) , 7,43 (d,J = 8,3, 
C7'H), 7,59 (pt, CS'H), 7,67 (d,J= 7,6, C4'H), 8,81 (d,J= 7,3, 
C4H) , 11,07 (s, Nl'H) ; MS m/e 276 (M*, 100), 248 (25), 247 (54). 
Anal. (C17H12N2O2) C, H, N. 
1 - phenyl indirubine 

15 On precede coirane dScrit pour 1 ' indirubine . En partant de 500 mg 
de l-pbSnylisatine (2,24 mmole) et de 334 mg d ' indoxylacetate 
(1,90 mmole), on obtient 597 mg (92,6 %) d'une poudre violette, 
Rf = 0,92 (acfitate d • Sthyle/hexane 1/1 v/v) : *H-RMN (DMSQ-dg) 6 
6,83 (pt, J = 7.3, G7H) , 7,05 (pt, C5'H), 7,16 (pt, C5H) , 7,29 

20 (pt, C6H), 7,42 (d, J= 8,0. C7'H), 7,53-7,48 (m) et 7,64-7,58 
(m) (C6'h et 5 ph6nyl-H, 7.69 (d. J = 7,3, C4'H), 8,92 (d, J 
7,6, C4H),11,17 (S, Nl'H) ; "C-RMN (DMSO-dg) 5 104,96 
(s,C3) ,108,71 (s. C7) , 113,48 (s, C7'), 118,96 (s, C3a'), 120,80 
(s, C3a) , 121,50 (d. J- = 159,1, Hz), et 122,34 

25 (d, Jc.H = 160,8, HZ), (C5 et C5'), 124,44 (d) et 124,56 (d) 
(C6 et C4'), 126,75 (d, J = 161,5, C3"et C5"), 127,93 
(d, J = 161,5, Hz)et 128,99 (d, J = 160,8 Hz) (C4 et C4"), 
129,46 (d, J =161,5, C2"et C6») , 137,18 (d, J = 161,6, C6 ' ) , 
139,11 (s) et 133,97 (s) (C7a' et CI"), 141,34 (s, C7a) , 152,32 

30 (s. C2'), 168,36 (s, C2), 188,44 (s,C3') ; MS m/e 388 (M*, 100), 
311 (13), 310 (58), 309 (39) Anal. (CzjHi^NjOj) C, H, N. 
acide 3 ' -hydroxyiminoidirubine-5-sulf onique (sel de sodium) . 
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On opere selon Lucius et al ci-dessus (methode modlfiee) avec 
500- mg de sel de sodium de I'acide indirubine-5-sul£onique 
(0,644 mmole) et 400 mg de chlorhydrate d • hydroxylamine (5,76 
mmole) dans 15 ml de pyxidine. Le precipitS produit en ajoutant 
5 100 ml d'acide chlorhydrique et 20 ml d'une solution sature de 
chlorure de sodium au melange reactionnel est combine au 
precipite obtenu a partir du filtrat, qui a ete produit en 
ajoutant 15 ml d'une solution sature de chlorure de sodium. Ce 
produit brut est recristallise a partir d'eau. On obtient 170 mg 

10 (34,0 %) de plaquettes noires a ecailles, a nuance rouge, = 
0, 76 (ethanol) : ^H-RMN (DMSO-dg) 5 6 , 82 (d, ^7== 8,1, C7H) , 7,10- 
6,97 (m, C5'H), 7,41-7,39 (m, C6 • et C7 • ) , 7,48 (d, J = 7,9, 
C6H) , 8,26 (d,*J = 7,7, C4'H), 8,92 (s, C4H) , 10,82 (s) et 11,80 
(s) (NIH et Nl'H), 13,79 (s, NOH) ; "c-RMN (DMSO-dg) 5 98,64 (s, 

15 C3), 107,32 (d, J = 162,3, C7) , 111,36 (d, J- = 165,8, C7 • ) , 
116,59 (s, C3a»), 120,55 (d, J = 167,2, C5 • ) , 121,42 (d, cJ = 
159,5, C6), 121,65 (s, C3a) , 123,74 (d, *J= 163,0, C4) , 128,02 
(d, J= 167,8, C4'), 131,84 (d, *J = 158,8, C6 ' ) , 138,21 (s, C5) , 
140,87 (s, C7a) , 144,53 (s, C7a"), 145,52 (s, C2 • ) , 151,32 (s, 

20 C3'), 171,17 (s, C2) Anal. (CxgHioNaNaOaS) C, H, N. 
indirxibine - 5 - sul f onamide 

Oh opSre comme dScrit ci-dessus pour 1 ' indirubine . En partant de 
120 mg d« isatine- 5 -sulfonamide (0,530 mmole) et de 79 mg 
d'indoxylacetate (0,045 mmole), on obtient 79 mg (92,0 %) de 5- 

25 mfithyl indirubine sous forme de poudre noire conteneuit 8% en 
masse d' indigo (1' indigo a 6t& identififi par DC et hj-RMN) ; Rf = 
0,79 (acetate d'ethyle) : ^H-RMN (DMSO-dg) 5 7,04-7,08 (m, C7H et 
C5'H), 7,23 (s,NH2), 7,44(d, 7,9, C7'H), 7,60 (pt, C6'H), 

7,69 (d, J = 7,4, C6H), 7,74 (d, J = 8,1, C4'H), 9,31 (s, C4H) , 

30 11,15 (s) et 11.25 (s) (NIH et Nl'H) ; "c-RMN (DMSO-dg) 5 104,92 
(s, C3), 113,56 (d, J= 159,9, C7'), 119,01 (s, C3a'), 121,13 
(s, C3a) , 121,72 (d, cJ = 165,2, C5 • ) , 122,27 (d, CT^ 169,8, C6) , 
124,44 (d, J= 164,5, C4 ' ) , 126,98 (d, J= 159,2, C4) , 109,22 (d. 
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J-= 165,2, C7), 137,24 (s, C5) , 137,24 (d, c7= 160,5, C6 • ) , 139,32 
(s, C7a«), 142,99 (s, C7a) , 152,45 (s, C2'), 170,98 (s, C2) , 
188,52 (s, C3M . 

dimfethylamide de I'acide indirubine~5-sulf onique 
5 On opSre comme dficrit ci-dessus pour 1 • indirubine . En partant de 
397 mg de dimethylamide de I'acide isatine 5-sulfonique (1,56 
mmole) et de 246 mg d • indoxyl acetate (1,40 mmole) , on obtient 
240 mg (46,5 %) de I'acide recherche sous forme de poudre 
violette, i?/= 0,39 (acetate d • ethyle/hexane 3/2 v/v) : hl-RMN 

10 (DMSO-dg) 5 2,65 (s, 2 CH3) , 7,02-7,13 (m, C7H et C5'H), 7,44 (d, 
cJ- 8,1, C7'H), 7,57-7,72 (m, C6H, C4'H, et C6'H), 9,21 (s, C4H) , 
11,18 (s) et 11,33 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN (DMSO-d6) 5 37,20 
(q, a = 139,4,CH3, )104,16 (s, C3) , 109,11 (d, J = 165,8, C7) , 
113,22 (d, iJ = 167,2, C7'), 118,71 (s, C3 a'), 121,36 (d, J = 

15 165,1, C5'), 121,48 (s, C3a) , 123,18 (d, *7 = 172,0, C6) , 124,22 
(d, J = 163,7, C4»), 127,64 (s, C5) , 128,06 (d, 166,5, C49, 

136,93 (d, iJ « 164,4, C6 • ) , 139,34 (s, C7a»), 143,53 (s, C7a) , 
152,10 (s, C2»), 170,51 (s, C2) , 188,37 (s, C3 • ) ; MS m/e 369 
(M+, 83) , 326 (6), 262 (84), 261 (100). Anal. (CiaHisNjO^S) H, N; 

20 C: calc, 58.5 %; trouve, 57.8 %. 

(2-hvdroxyethyl) -amide de I'acide indirubine-5 sulfonique 
On opere comme dScrit pour 1 " indirubine . En partant de 150 mg du 
(2-hydroxy6thyl) -amide de 1 ' acide isatine- 5 -sulfonique (0, 630 
mmole) et de 83 mg d' indoxylacfitate (0,47 mmole), on obtient 143 

25 mg (78,9 %) du coiipose recherchfi sous forme de poudre violette; 
J?^ = 0,62 (methanol/ acState d'ethyle 1/20 v/v): hl-RMN (DMSO-dg) 
5 2,84 (t, il{CH2, CH21} = 6,5, visible en ajoutant D2O, -N-CHj-), 
3,40 (m, -CH2-O), 4,67 (t, J- = 4,6, OH), 7,07 (m, C7H et C5'H), 
7,43 -7,46 (m, C7 ' H et SO2-NH-; en ajoutant DjO: 7,44, d, J" = 

30 8,1, C7'H), 7,61 (pt , C6,H), 7,69-7,71 (m, C6H et C4 • ) , 9,27 (s, 
C4H), 11,18 (s) et 11,29 (s) (NIH et Nl'H); "c-RMN (DMSO-d^) 5 
45,00 (t, J-= 138,0, -NH-CH2), 59,85 (t, 141,1, -CH2-OH) , 

104,52 (S, C3), 109,44 (d, cT= 165,9, C7) , 113,60 (d, J= 168,5, 
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C7'), 118,92 (s. C3a'), 121,36 (s, C3a) , 121,74 (d, J= 164,0, 
C5'). 122,95 (d, »7= 162,4, C6) , 124,52 (d, J= 159,6, C4'), 
127,53 (d, *Jc.H = 165,9, C4) , 133,20 (s, C5) , 137,29 (d, J= 
163,4, C6'), 139,44 <s, C7a'), 143,32 (s, C7a) , 152,46 (s, C2'), 
5 170,87 (S, C2), 188,70 (s, C3 • ) , MS m/e 385 (M*, 40), 355 (48), 
325 (29), 262 (35), 261 (100). Anal. (CigHisNjOsS) C, H, N. 
bis- (2-hydroxyethyl) -amide de I'acide indirubine-5-sulf onique 
On opSre comme deer it pour 1 • indirubine . En partant de 400 mg de 
bis- (2-hydroxyethyl) amide de I'acide isatine- 5 -sulf onique bis- 

10 (2-hydroxyethyl) eimide (1,27 mmole) et 167 mg d'indoxyl acetate 
(0,953 mmole), on obtient 355 mg (86,7 %) de I'amide mentionnS 
ci-dessus sous forme de poudre violette, Rj = 0,51 (methanol/ 
ac6tate d'6thyle l/20 v/v) : ^H-RMN (DMSO-dg) 5 3,20 (t, J = 6,5, 
2 -N-CHa) , 3,56 (m, 2 -CHjO-) , 4,84 (t, J = 5,5, 2 -OH), 7,09- 

15 7,05 (m, C7H et C5'H), 7,72-7,68 (m, C6H et C4 • ) . 7.45 (d, J= 
8,0, C7'H), 7,61 (m, C6 • ) , 9,26 (s, C4H) , 11.18 (s) et 11,32 (s) 
(NIH et Nl'H); "c-RMN (DMSO-dg) 5 51,32 (t, J= 135,0, 2 -NH-CHa) , 
60,01 (t, J= 141,0, 2 -CHj-OH); 104,31 (s, C3) , 109,48 (d, J = 
165,3, C7) , 113,62 (d, J= 168,5, C7 • ) , 118,91 (s, C3a'), 121,69 

20 (s, C3a), 121,79 (d, J- = 164,0, CS • ) , 122,88 (d. J= 162,4, C6) , 
124,64 (d, J = 162,7, C4 • ) , 127.98 (d, J = 165,2, C4) , 131,51 
(S, C5). 137,32 (d, J- 160,1 Hz,C6'), 139,61 (s, C7a'), 143,59 
(s, C7a), 152,48 (s, C2'), 170,81 (s, C2) , 188,87 (s. C3 • ) ; MS 
m/e 429 (M*, 9), 369 (22), 365 (22), 355 (63), 261 (31). 43 

25 (100). Anal. (C20H19N3O6S) C. H, N. 

mSthylamide de I'acide indirubine- 5 -sulf onique 

On opere comme decrit ci-dessus pour 1 • indirubine . En partant de 
380 mg du methylamide de I'acide isatine- 5 -sulf onique (1,58 
mmole) et de 227 mg d' indoxylacetate (1, 30 mmole), on obtient 
30 370 rag (80,1 %) de I'amide ci-dessus sous forme d'une poudre 
violette, Rj = 0,72 (acetate d'ethyle): ^H-RMN (DMSO-dg) 5 2,46 
(d, J-= 5,0, CHj). 7,05-7,09 (m, C7H et C5'H), 7,32 (q, NH-CH3) , 
7,45 (d, J= 8,3, C7'H). 7,61. (m, C6'H), 7,67-7,71 (m, C6H et 
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C4'). 9,27 (S. C4H) , 11,18 (s) et 11,30 (s) (NIH et Nl'H); "c- 
RMN (DMSO-dg) 5 28,65 (q, J = 13 8,7, CH3) , i04,48 (s, C3) , 
109,41 (d, J= 165,7, C7), 113,58 {d, J= 165,7, C7 • ) , 118,90 
(S, C3a'), 121,42 (S, C3a), 121,73 (d, J =171,0, C5 • ) , 123,13 
5 (d, J = 164,5, C6) , 124,50 (d, J = 159,8, C4 • ) , 127,61 (d, «7 = 
165,7, C4),131.93 (s, C5) . 137,28 (d, J-= 160,6, C6 • ) , 139,43 (s, 
C7a'), 143,36 (S, C7a) , 152.45 (s. C2 ' ) . 170,85 (s, C2) . 188,68 
(s, C3'); MS m/e 255 (M+, 15), 263 (18), 262 (100), 261 (7). 
Anal. (C17H13N3O4S) C, H, N. 

10 5 - iodoisat ine 

On op6re conune dScrit par Roedig, Mueller E. (Hrsg.), Methoden 
der organishen Chemie (Houbeyn-Weyl) , Stuttgart, Georg Thieme 
Verlag li960,5/4, 586, et Borsche et al Chem.Ber.1924, 1770- 
1775, Re = 0,60 (acStone/Sther de pStrole 40-70 1/1 v/v) ; PF 262 

15 "C: hl-RMN (TMSO-de) 5 6,75 (d, J » 8,3, C7H) , 7,75 (s, C4H) , 
7,78 (d, J- = 8,2, C6H), 11,09 (b, NIH); "c-RMN (DMSO-dg) 5 85,39 
(s, C5), 114,59 (d, J= 167, 1, C7),119,89 (d, J= 7,2, C3a) , 
132,38 {d,ir=170,3 , C4), 145,76 (d, J - 167,1, C6) , 145,76 (d, J 
= 167.1, C6), 149,95 (b, C7a) , 158,66 (s, C2) , 183,06 (s, C3) ; 

20 MS m/e 262 (M*, 100), 234 (43). 

dimethylamide de I'acide isatine-5-sulf onique 
On op6re comme dScrit par Haller, brevet DE 715760, 1938, 
Rf = 0,18 (ac§tate d'^thyle /hexane 1 /I v/v): hl-RMN (DMSO-dg) 5 
25 2 , 62 (S, 2 CH3), 7,12 (d, J 8,2, C7H) , 7,71 (s, C4H) , 7,94 (d, J" 
= 8,2, C6H) , 11,47 (s, NIH) ; "c-RMN (DMSO-dg) 5 182,89 (s, C3) , 
159,37 (s, C2), 153,60 (s, C7a) , 136,98 

(d, J = 167,32, C6) , 128,62 (s, C5) , 123,27 (d,J- = 169,2, C4) , 
118,05 (s, C3a) , 112,68 (d, »/= 169,2, C7) , 37,48 (q, J= 140,1, 
30 2 CH3) . Anal. (CioHioN204S) C, H, N. 

bis- (2-hydroxy6thyl) -amide de 1' acide isatine-5-sulf onique 

On opSre comme dScrit par Haller ci-dessus en parteuit de 526 mg 

de bis- (2-liydroxy6hyl) -amine (5,00 mmole) et de 1,00 g de 3,3- 
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dichloro-2-oxo-2 .3-dihydroindol-5-sulfonyle ( voir Haller ci- 
dessus) (3,34 mmole) . Le precipitS qui se forme est huileux et. 
boueux. On decante le sumageant, puis on mSlange le precipite 
et le sumageant avec 5 ml d'eau. On porte k reflux 2 h. En 
5 refroidissant, on obtient un precipite de cristaux rouge. 
Rendement: 476 mg (45,3 %) , Rf = 0,51 (mfithsuiol/acState d'Sthyle 
1/20 v/y) : IH-RMN (DMSO-d6) 5 2,78 (t, J 6^2, 2 -N-CHj^) , 3,38 
(t, J= 6,2, 2-CH2-O-) , 7, 08 (d, J= 8,2, C7) , 7,78 (s, C4) , 7,96 
(d, »J= 8,2, C6), 11,43 (S, NIH) ; ^^C-RMN (DMSO-dg) 6 50,73 (t, J = 
10 138,8,2 -N-CH2-), 59,64 (t, J" =141,7, 2 -CH2OH- ) , 112 , 57 (d, J' = 

168.6, C7), 117,91 (s, C3a) , 122,78 (d, v7= 169,3, C4), 133,29 
(s, C5) , 136,44 (d, J= 166,4, C6) , 153,28 (s, C7a) , 159,37 (s, 
C2),182,95 (s, C3) . Anal- ( C12H14N2O6S) C, H, N. 
6-lodoisatine 

15 On opSre comme decrit par Marvel et al , Organic Syntheses, 
coll- Vol.1, 2""* ed.; Oilman, H Ed.; Wiley& Sons : New York, 1941, 
327-330, en utilisant 1,50 g de 2-hydroxyimino-N- (3-iodophenyl) - 
acetamide (5,17 mmole) et 3,9 ml d'acide sulfurique concentre. 
Apres filtration, le produit brut, forme d'un melange de 4-et 6- 

20 iodoisatine et de sous-produits, est purifie selon Sadler, 
J.Org.Chem. 1956, 21, 169-170 et Holt et al, Proc.R.Soc. London 
B 1958, 148, 481-494. On obtient 216 mg (15,0 %) de cristaux 
orsuige; PF 255-258 **C; J^^ « 0,76 (acetate d' fithyle/hexane 1/1 
v/v) : ^H-RMN (DMSO-d6) 5 7,25 (m, C4H et C7H) , 7,45 (d, »7= 7,6, 

25 C5H) , 11,07 (s, NIH) ; 13C-RMN (DMSO-d6) 5 107,28 (d, J-= 10,4, 
C6), 117,41 (s, C3a) , 120,83 (d, J = 170,3, C7), 125,84 (d, »7= 

173.7, C4), 131,82 (d, i7= 167,9, C5) , 151,30 (s, C7a) , 159,35 
(s, C2),183,79 (S, C3) . Anal. (CgH^INOj) C, H, N- 

isoindigo 

30 On opere comme decrit par Wahl et al,Compte rendus hebdomadaires 
des seances de I'academie des sciences, 1909, 716-19 et 4(5), 
1039-43:J2f = 0,67 (acetate d'ethyle/hexane l/l v/v): ^H-RMN 
(DMSO-dg) 5 6,85 (d, 7,7, C7H et C7'H), 6,97 (pt, C5'H et 
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C5»H), 7,34 (pt, C6H et C6'H), 9,07 (d, *J= 8,0, C4H et C4 'H) , 
10,90 (s, NIH et Nl'H); "c-RMN (DMSO-d6) 109,42 (d, J = 162,5, 
C7 et C7*), 121,04 (d, 161,2, C5 et C5 • ) , 121,58 (s, C3a et 

C3aM, 129,21 (d, *7= 166,5, C6 et C6 • ) , 132,52 (d, *7= 159,9, C4 
5 et C4'), 133,24 (s, C3 et C3 • ) , 143,98 (s, C7a et C7a'), 168,88 

(s, C2 et C2V); MS /n/e 262 (M+, 100), 234 (85), 205 (18). Anal. 

(CigHizNaOa) C, H, N. 
2,2* -bisindole 

On opere conune decrit parBergman et al, TetreUiedron 1995, 51 

10 (19), 563-42, = 0,82 (UV, acetate d'gthyle /hexane 1/1): GC/MS 
R^=. 14,1 min, m/e 232 (M", 100); X^, (ethanol) 221 (4,78), 271 
(4,00), 333 (4,80), 351 (4,79). Anal. (CigHijNa) C, H, N. 
3,3' ■diphenyl-2 . 2 ' -bisindole 
On opere conirae decrit par Furstner et al, Angewandte Chemie, 

15 1995,107 (6), 725-8. La recristallisation a partir d'acetate 
d'fithyle / ether de petrole (40-70) 115 v/v conduit a des 
cristaux incolores (55.8 %) , Rf ^ 0,50 (UV, acetate d'ethyle / 
ether de petrole (40-70) 115 v/v): GC/MS Rt= 19,0 min, m/& 384 
(M*, 100) . 

20 i sat in- 5 - sul f onamide 

On refroidit au prSalable line solution acjueuse a 25 % 
d • ammoniaque (5,0 ml) a 0-5**C avant d'aj outer un Schantillon de 
0,50 g de chlorure de 3, 3-dichloro-2-oxo-2, 3-dihydroindol-5- 
sulfonyle ( voir Haller ci-dessus) , (1,7 mmole) , par portions, 

25 en agitant et en ref roidissant a nouveau. i^res 2h, on ajoute 
\me petite quantity de glace pilee et 20 % d'acide chlorhydrique 
jusqu'a reaction acide du melange. Le solvant est eliminS sous 
vide et le residu orange est sSche sur TOH. La poudre jaiine 
obtenue est extraite 3 fois avec 35 ml d' acetone. L* acetone est 

30 eliminee sous vide, ce qui conduit a 140 mg (36,4 %) de poudre 
orange, Rf^ 0,73 (acetate d'^thyle): ^H-RMN (DMSO-dg) 5 7,05 (d, 
J = 8,2, C7), 7.41 (s, NHj), 7,85 (s, C4) , 7,98 (d, J ^ 8,2, C6) , 
11,39 (s, NIH); "c-RMN (DMSO-d^) 5 112,12 (d, 168,3, 07), 
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117,73 (S, C3a) , 121,67 (d, *J= 166,8, C4) , 134,97 (d, »J= 165,4, 
C6), 138,36 (s, C5), 152,56 (s, C7a) , 159,50 (s, C2) , 184,22 (s, 
C3); MS m/e 226 (M*, 28), 198 (100). 

(2-hvdroxyethyl) -amide de I'acide isatine-5*sulf onique 
5 On opere selon Haller ci-dessus, en partant de 295 mg de 2- 
aminoethanol (4,83 mmole, 0,300 ml), 5,1 ml d'Sthanol et 0,900 
mg de chlorure 3 .3-dichloro-2-oxo-2, 3-dihydroindol-5-sulfonyl 
(Haller) (3,01 mmole). Apres 30 min d'agitation, on ajoute a 
nouveau 0,100 ml de 2 -aminoethanol, et 15 min plus tard 20 g de 

10 glace pilee et 0,900 ml d'acide chlorhydrique a 20 %. En 
rechauffant a la temperature ambicoite, on obtient une masse 
huileuse qui se depose au fond du recipient . On laisse decanter 
le surnageant et le solvant restant est elimine sous vide. 
L'huile ja\me obtenue est portee a reflux dans 1 'eau. pendant 

15 2 h. En refroidissant, la solution orange obtenue precipite 374 
mg (45,8 %) de cristaux jaune, Rf = 0,52 (methanol /acetate 
d»ethyle 1/20 v/v) : ^H-RMN (DMSO-dg) 5 2,73- 2,82 (m,N-CH2-), 3,38 
(t, J- = 6,1 H2,-CH2-0-), 7,07 (d, »J - 7,6, C7) , 7,66 (t, J = 5,7 
Hz,'S02''NH-) , 7,81 (S, C4), 7,96 (d, 8,4, C6) , 11,42 (s, Nl 

20 H) . 

methylamide de I'acide isatine-S-sulf onicfue 

On opdre selon Haller ci-dessus, en partant de 0,572 ml d'une 
solution aqueuse a 40 % de methylamine (6,62 mmole), 5,6 ml 
d'fithanol et 1,00 g de chlorure de 3 , 3-dichloro-2-oxo-2, 3- 

25 dihydroindol-5-sulfonyle (Haller) (3,34 mmole). Le prScipitS qui 
se forme est filimine par filtration et on porte a reflux dans 
I'eau pendant 2 h. Par ref roidissement, la solution prScipite 
(cristaux jaune). Rendement: 420 mg (52,3 %) , Rf ^ 0,29 (acetate 
d'ethyle /hexane 2/1 v/v) : ^H-RMN (EMSO-dg) 5 2,41 (d, J= 5,0, 

30 CH3), 7,08 (d, J= 8,3, C7) , 7,48 (q, J'= 5,0, NH2) , 7,77 (s, C4) , 
7,95 (d, 8,3, C6), 11,42 (s, NIH) ; "C-RMN (DMSO-dg) 5 28,52 

(q, J=. 139,2, CH3), 112,40 (d, *7= 168,9, C7) , 118,04 (s, C3a) , 
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122,48 (d, J= 169,2, C4) , 133,13 (s, C5) , 136,15 (d, 166,0, 
C6) , 153,44 (s, C7a) , 159,44 (s, C2) , 183,04 (s, C3) . 
2"hvdroxyiinxno*N- (3-iodophenyl) -acetamide 

On opere corame decrit par Marvel et Hiers ci-dessus et on 
5 purifie le produit obtenu en procSdant selon Holt and Sadler ci- 
dessus; PF 152-154 »C; Rf = 0,29 (acetate d^ethyle /hexane l/l 
v/v) : hl-RMN (DMSO-dff) 5 7,12 (pt, *J= 8,1, C5»H), 7,44 (pt, »J = 
7,9, C4'H ou C6'H), 7,63 (s, C2H) , 7,65 (pt, iJ= 8,2, C4 'H ou 
C6«H), 8,16 (Pt, J- = 1,7, C2'H), 10,27 (s, NH) , 12,27 (s, 
10 C2NOH) ; "c-RMN (DMSO-dg) 5 94,69 (d, J- = 11,7, C3 • ) , 119,32 (d, J 
= 165,7, C6'), 128,22 (d, 168,0, C2 ' ) , 130,95 (d, J = 162,8, 

C5), 132,57 (d, oT = 168,1, C4 • ) , 140,06 (s, CI'), 144,05 (d, JT = 
171,5, C2), 160,67 (s, CI). 
• Tcuapons 

15 lies tampons utilises ont les compositioris suivantes: 

Tampon d'homogeneisation : - 60 ixiM de P-glycSrophosphate, 15 mM de 
p-nitrophenylphosphate, 25 mM de Mops (pH 7,2), 15 mM d'EGTA, 15 
mM de MgClj, 1 mM de DTT, 1 mM vanadate de sodium, 1 mM de NaP, 1 
mM de phenylphosphate , 10 fig de leupeptine/ml, 10 /ig 

20 d'aprotinine/ml, 10 /ig d'inhibiteur de trypsine de soja/ml et 
100 /xM de benzamidine. 

Tampon A : 10 mM de MgClj, 1 mM de EGTA, 1 mM de DTT, 25 mM de 
Tris-HCl pH 7,5, 50 /ig d »heparine/ml . 

Tampon w C : tampon d'homogeneisation, mais renfermant 5 mM 
25 d'EGrTA, et depourvu de NaF et d • inhibiteurs de protease. 

Tris-tampon salin de Tween-20 (TEST) : 50 mM de Tris pH 7,4, 150 
mM de NaCl, 0,1% de Tween-20*. 

Tampon de lyse hypotonique (HLB) : 50 mM de Tris-HCl ph 7,4, 120 
mM de NaCl, 10% de glycerol, 1% de Nonidet-P40, 5 mM de DTT, 1 
30 mM d»EGTA, 20 mM de NaF, 1 mM d • orthovcoiadate , 5 /iM de 
microcystine, 100 fig/tal de chacxin des produits suivants : 
leupeptine, aprotinine, pepstatine. 
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Preparations de kinases et determinations des 

activites 

Les activites des kinases ont ete determinees dans le tampon A 
ou C (a moins d • indications contraires) , k 3CC, a une 

5 concentration finale en ATP de 15 /xM. Les valeurs des essais a 
blanc ont ete soustraites et les activites calculees en pmoles 
de phosphate incorpore pour une incubation de 10 min. Les 
valeurs des activites sont geheralement exprimees en % de 
l"activite maximale, c ' est-a-dire, en 1' absence d' inhibit eurs . 

10 Des essais tSmoins ont ete realises a I'aide de 

dilutions appropriees de MejSO. Dans quelques cas, comme indiquS 
ci-aprSs, la phosphorylation des substrats est determin^e par 
autoradiographie aprds SDS-PAGE. 

La GSK-3P utilisee est soit 1' enzyme purifiSe a partir 

15 du muscle de lapin ou exprimee et purifiee a partir de cellules 
d*insecte Sf9 (Hughes et al, 1992, Eur. J. Biochem. , 203 : 
305,311). Les determinations ont Ste ef features avec line 
dilution a 1/100 dans 1 mg de BSA/ml de DTT 10 mM, avec 5 /il de 
GS-1 40 /iM comme substrat, dauls le tampon A, en presence de 15 

20 fJLM [y^^P] ATP (3000 Ci/moles ; 1 mCi/ml) dans un volume final de 
30 fil, Apres 30 minutes d' incubation a 30«»C, des aliquotes de 25 
/il de sumageant ont ete applicpiSs sur dess bandes de papier de 
phosphocellulose Whatman P81, de 2,5 x 3 cm, et 20 secondes plus 
tard, 3.es filtres ont ete laves 5 fois (pendant au moins 5 min. 

25 a chaque fois), dans une solution de 10 ml d'acide 
phosphor ique/1 d'eau. Les filtres hiomides ont fait I'objet de 
comptage en presence de 1 ml de fluide de scintillation ACS 
(Amersham) . 

La CDKl/cycline B utilisee a ete extraite a I'aide d'xin 
30 tampon d'homogeneisation a partir d» ovocytes d'Stoiles de raer 
(Martiiasterias glaczalls) et purifiee par chromatographie 
d-af finite sur des billes de p9^^^- S6pharose k partir 
desquelles le produit a Ste elue par du p9^^^ libre, comme 



\ 
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decrit par Meijer et al., 1997, (Methods in Enzymology, vol 283 
: 113-128), et Borgne et al., 1999, J. Biol. Chem. 274 : 11977- 
11986. 

L'activite kinase a et§ determinee dans le tampon C, 
5 avec 1 mg d'histone Hi/ml, en presence de 15 /iM de [y^^P] ATP 
((3000 Ci/mmol ; 1 mCi/ml) dans un volume final de 30 /il. 

Apres 10 minutes d' incubation a 30**C, des aliquotes de 
25 /xl ^® sumageant ont ete deposes sur des papiers de 
phosphocellulose P81 et traites comme decrit ci-dessus. 
10 La CDK5/p25 a ete reconstitute en melangeant des 

quant ites egales de CDK5 et de p25 de manimifere recombinantes, 
exprimees dans E.coli sous forme de proteine de fusion GST 
(Glutathione-S- transferase) et purifiees par chromatographie 
d*af finite sur glutathione -agarose p25 est une version tronquee 
15 de p35, I'activateur de CDK5 de 35kDa. Son activite a ete 
dfetermin^e dans le tampon C comme decrit pour CDKl/cycline B. 
. Phosphorylation in vitro et in vivo de tau : 
Cellules et virus i on a cultiv6 les cellules Sf9 
(InVitrogen, San Diego, CA) a 27*C dcuis un milieu de Grace de 
20 culture en monocouche (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) , supplements 
avec 10% de serum bovin foetal et 50 jig de gentamycine/ml et 2,5 
fig d ' amphotericine/ml . BaculoGold a 6te obtenu aupres de 
PharMingen (San Diego, CA),et pVL1392 de InVitrogen. 

La transfection de tau : on a excise, a partir d'lm 
25 vecteur d' expression bactfirien pNG2 (Biemat et al., 1993, Neuron 
11 : 153-163) et le gSne codant pour htau23, I'isoforme tau 
humain le plus court, avec Xbal et BamHI. Le gene a ete insere 
dans le vecteur de transfert de baculovinis pVL1392 decoupe avec 
les memes endonucleases . Le systeme BaculoGold a ete utilise 
30 pour la construction du vecteur contenant le baculovirus tau. 
L'ADN de BaculoGold est un type modifie de baculovirus contenaoit 
une deletion ISthale. 
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La co-transf ection de I'ADN de BaculoGold avec un 
vecteur de trans fert de baculovirus complement: permet de 
recuperer la deletion lethale de cet ADN viral et de 
reconstituer des particules de virus viedales pprtcuit la seG[uence 
5 codant pour htau23 . 

L'ADN plasmidique. utilise pour les transf ections a ete 
purif ie en utilisant des cartouches de QIAGEN (Hilden, 
Allemagne) . 

Les cellules Sf9 cultivees en monocouches (2x10^ 
10 cellules dans un recipient de culture cellulaire de 60 mm) ont 
ete CO- transf ectees avec de I'ADN de baculovirus (0,5 /ig d'ADN 
de BaculoGold) et avec les derives de pVL13 92 (2 /xg) en 
utilisant la methode de co-precipitation au phosphate de 
calcium. La presence de proteine recombinante a ete examinee 
15 dans les cellules inf ectees 5 jours apres 1 ' infection par SDS- 
PAGE et Western blot. 

Phosphorylation de tau dcins les cellules Sf9 . 
Pour determiner les effets des inhibiteurs de kinase 
sur la phosphorylation de tau, les cellules St 9 infectSes par le 
20 baculovirus exprimant htau23 ont StS traitees 36 heures aprds 
1 • infection, avec 50 /iM d» indir\ibine-3 ' -monoxime pendant 5 
heures avant d'Stre recueillies. Pour obtenir des echantillons 
de tau temoins avec une phosphorylation plus elevSe, les 
cellules Sf9 exprimant htau23 ont ete traitees avec 0,2 /iM 
25 d'acide okadalgue pendcuit 5 heures avcuit rficolte. 
. Western blot de tau : 

Les cellules SfS ont StS infectees avec un virus 
recombinant a une MOI de 1 & 5. 

Les lysats cellulaires ont Ste prepares dans le tampon 
30 de lyse hypotonique (HLB) . 

Aprds 15 minutes de cent rifugat ion Sl 16000 g, le 
sumageant a ete recupere et sa concentration en NaCl augmentee 
jusqu'a 500 mM. Le surnageant a etg ensuite soxomis a ebullition 
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pendant 10 min. et recentrifuge a 16000 g pendant 15 min. Les 
protSines (3 /ig) ont ete r§solues par SDS-PA6E, transferees sur 
une membrane de PVDF et etudifies avec un Western blot avec les 
anticorps suivants : AT-8. (1: 2000), AT-180 (1:1000), AT-100 

5 (1:500), PHF-1 (1:600) et I'anticorps polyclonal ant i-tau K9JA, 

La phosphorylation de tau in vitro a etS effectu6e en 
utilisant de la GSK-3P purifige et la protSine tau-32 humaine 
recombinante en tant que substrat. Apres 3 0 minutes d' incubation 
en presence de differentes concentrations d' indirubine-3 • - 

10 monoxime, dans les conditions d' etude de la GSK-3p decrite ci- 
dessus, la reaction de la kinase a ete arretee par addition de 
tampon Laemmli. La proteine tau a ete resolue en SDS~PAGE a 10% 
et son tatix de phosphorylation visualise par autoradiographie . 
Bxemple 1 : Etude de 1' inhibition de GSK-3P, de CDK5/p25 et de 

15 CDKl/cycline B par les indirubines. 

Les activites kinases ont ete determinees avec un 
sxibstrat approprie (GSK-3P: GSl peptide; CDKs: histone HI) en 
presence de 15 /xM d'ATP et a des concentrations croisscmtes en 
derives testfis. 

20 Les valeurs de ICgo ont St€ calculees Sl partir des 

courbes dose/reponse et sont donnees dams le tableau 1 . 



wo 01/37819 



PCT/FROO/03264 



30 

Tableau 1 



Composes 


GSK3 


CDKl 


CDK5 


5 - iodo - indi rubine - 3 ' -monoxime 




0,025 


0,020 


indirubine-3 • -monoxime 




0,180 


0, 100 


5-SO2 hydroxyethylamide indinibine 




0, 065 


0,050 


5 - SO3NH2 - indi rubine 




0,110 


0,075 


5 -nit ro- indi rubine 




0,250 


0,380 


5 - chloro - indi rubine 




0^280 


0,230 


5 -bromo- indirubine 




0,230 


0,250 


5 - methyl - indirubine 




0,280 


0,210 


5 - iodo - indirubine 




0,220 


0,200 


5 - f luoro - indi rubine 




0,350 


0,750 


5 -SOaNa- indirubine 3 • -monoxime 


^^^^ 






5 - SO2 -m4 tbylamide - indirubine 


0,110 






6 - iodo- indirubine 


0,130 


0,800 


1,500 


5-SO2 dimethyl amide -indi rubine 


0,180 


0,100 




5 - 5 • -dibromo- indirubine 


0,250 


600 


200 


5 - SO3H - indi rubine 


0,280 






5 • -bromo- indirubine 


0,350 


6,510 


4 


5-SO2 dihydroxyethylamide- indirubine 


0,400 


0,150 


0,150 


indirubine 


0,600 


10,000 


5,500 


acide 5 ' -bromo- indi rubine -sulfonique 


4, 000 




i-pT075: 



d'autres indigoides, comme les deriv6s d'isatine ou d' indigo, 
donnent les rSsultats rapport§s dans le tableau 2 . 
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Tableau 2 



Composes 


GSK3 


CDKl 


CDK5 


isat ine- S -sulf onique acide-dihydroxyethylamide 


29 


600 


800 


3 -indoxylacetate 


70 


>1000 


>1000 


6 - iodo- isat ine 


75 


600 


800 


acide isatine- S - sulf oniqpie -dime thyl amide 


85 


>1000 


>10.00 


3,3' -diph§nyl-2 , 2 • -bisindol 


180 


500 


500 


1 -phenyl - indi riibine 


200 


500 


800 


acide indigo-5, 5 • , 7, -trisulf onique (sel K3) 


280 


>1000 


>1000 


5 -nitre -isatine 


310 


>1000 


>1000 


i so -indigo 


320 


40 


130 


acide indigo-5 , 5 • , 7 , 7 • -tfitrasulf onique (sel K4 ) 


350 


>1000 


>1000 


indigo carmine 


360 


400 


>1000 


2 - ( 2 indoly 1 ) indole 


380 


700 


300 


5 -bromo- 3 - indoxylacetat e 


400 


>1000 


>1000 


indigo 


550 


>1000 


>1000 


5 - iodo - i sat ine 


>1000 


300 


800 


5 -bromo- isatine 


>1000 


600 


>1000 


l-m§tliyl - indirubine 


>1000 


>1000 


>1000 


isatine 


>1000 


>1000 


>1000 


5 - f luoro- isat ine 


>1000 


>1000 


>1000 


5-chloro- isatine 


>1000 


>1000 


>1000 


5 -me thyl - i sat ine 


>iboo 


>1000 


>1000 


acide 5-sulf onicjue isatine, sel de sodium 


>1000 


>1000 


>1000 


1 -methyl - isatine 


>1000 


>1000 


>1000 


1-phenyl- isatine 


>1000 


>1000 


>1000 



L'examen de ces 2 tableaux montre que, parmi les 
indigoides, seuls les dSriyes d'indirubine exercent a la fois nn 
effet inhibiteur vis-^-vis de GSK-sp et de CDKs. II ressort en 
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effet clairement: de ces resultats que ni I'isatine, ni 1* indigo 
ou leurs derives, n'exercent d» effet significatif sur I'une de 
ces 3 kinases. 

Les figures lA a ID donnent les courbes dose-reponse 
5 pour la 5-iodo-indirubine-3 • -monoxime (A), la 5,5 
dibromoindirubine (B) , 1 • acide 5-sulf onique indirubine-3 ' - 
monoxime (C) et 1 ' indirubine-3 » -monoxime (D) . L' inhibition de 
GSK-3P et des CDKs est determinee coinine indique plus haut. 

L' activity est exprimSe en % de I'activite maximale 
10 (sans inhibiteurs) . 

Exemple 2 : Etude du mecanisme d' action des indirubines 

On procSde a cet effet a des e^qperiences de cinetique 
en faisamt varier a la fois les niveaux d'ATP et les 
concentrations en indirubine-3 » -monoxime. 
15 Les resultats obtenus sont donnes sur la figure 2 (1/V 

en f one t ion de l/ATP) . 

lies concentrations en ATP dans le melange reactionnel 
varient de 0 a 2 /xM, la concentration de GS-1 etant maintenue 
constante k 6,7 pM. 
20 On constate que 1 • indir\ibine-3 • -monoxime agit en 

con5)etition avec I'ATP pour se fixer. 

La linearitS de la pente dcuis I'encadrfi de la figure 
montre qu • il s • agit d ■ un inhibit eur lineaire . 

La constcuite apparehte d' inhibition est de 50 nM, 
25 Exemple 3 : Etude de 1 ' inhibition par les indirubines, in vitro 
et in vivo, de la phosphorylation de tau par GSK-3P 

On rapport e les resultats obtenus avec 1 • indirubine-3 ' 
-monoxime sur la phosphorylation d'un substrat physiologique, 
constitu6 par la protfiirie tau liant des microtiibules . 
30 On utilise une proteine tau humaine recombinante 

exprimee dans une bacterie . La protSine est phosphorylee in 
vitro par GSK-3p en presence des concentrations croissantes en 
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indir\ibine-3 ' -monoxjLme . On proc&de ensuite h uhe resolution par 
SDS-PAGE, suivie d»une autoradiographie . 

La figure 3A donne les resultats obtenus et montre que 
la phosphorylation est inhibee de maniere dose- dependant e par 
l»indirubine-3 • -rmonoxime, avec une IC50 autour de 100 nM. Une 
quantification de ces resultats est donnee sur la figure 3B qui 
donne le % de phosphorylation de tau en fonction de la 
concentration en indirubine-T3 ' -monoxine (nM) . 

Des etudes In vivo ont ete egalement effectuees. Les 
resultats sont illustres par la figure 3C. 

Les cellules Sf9 exprimant htau23 ou bien n'ont pas 
subi de traitement (-) ou ont €t€ exposees a 0,2 flM d'acide 
okadaique (OA), ou a 50 |iM d' indirubine-3 • -monoxime ou a NG-97 
pendant 5h. 

Les lysats cellulaires (3 /ig de htau23) ont ete resolus 
par SDS-PAGE, colores au bleu de Coomassie ou mis a reagir avec 
divers anticorps. KSJA (anticorps pan- tau) reconnait toutes les 
preparations renfermant tau. AT8, AT 180 et PHFl sont 
sp6cif iques pour dif f erents motifs phosphoryles SP ou TP k 
savoir, respect ivement, Ser 202 ; Thr 205, Thr 231; Ser 235 et 
Ser 396 ; Ser 404 (numSrotation dans htau 40, qui correspond k 
I'isoforme le plus long de la protSine tau hiunaine) . AT 100 
reconnait la protSine tau phosphoryl§e a T 212 et S214 (reaction 
tres specif ique de la prot6ine tau chez la maladie d» Alzheimer, 
mais <rLxi se produit Sgalement dans les cellules Sf9, si les 2 
sites sont phosphorylfis) . 

La disparition du signal ATIOO apr&s traitement avec 
l»indirubine-3 • - monoxime montre que ce derive est bien capable 
d'inhiber une activitS de type GSK-3p dans les cellules Sf9. 

La figure 3D represente le diagramme des isoformes tau, 
des epitopes reconnus par les anticorps et des sites prfif^rSs de 
phosphorylation : (a) htau 23, (b) htau 40, le plus petit et le 
plus grcuid des 6 isoformes generes par 1' assemblage altematif . 
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(residus 352 et 441) . La proteine htau 23 est depourvue des 
inserts N-terminaux et de la dexixieme repetition. Les 
rSpfititions sont representees en grisS et les regions adjacentes 
ensombre . Certains epitopes sont indicjues. 

Bxemple 4 : Etude de 1 ' inhibition par les indirubines, in vitro 
et in vivo, de la phosphorylation de DARPP-32 par CDK5/p25 

La protSine nexxronale DARPP-32 a etfi identifiee comme 
substrat physiologique de CbK5/p25. DARPP-32 devient tin 
inhibiteur de kinase cAMP-dependante (PKA) lorsqu'il est 
phosphoryle par CDK5/p25 sur Thr 75. 

Cette proteine a ete utilisee comme substrat pour la 
phosphorylation in vitro par CDK5/p25. 

On prepare des coupes de striatum de cerveau de souris 
adulte en operant selon la methodologie standard. Apres mise en 
equilibre dans un tampon de bicarbonate de Krebs oxygene par 
aeration continue (95% 02/5% COj) , les coupes sont traitees avec 
dif f ^rentes concentrations d • indirubine-3 • -monoxime , ou avec 
lOiun de roscovitine pend2uit 60 min., ou sont laissees dans le 
tanpon de bicarbonate de Krebs pendant le meme temps. 

Les coupes sont homogfineisees par sonication dans SDS 
1% et NaF 50 mM a ebullition. Les concentrations en proteines 
sont determinees par la mSthode BCA en utilissmt une courbe 
standard de BSA. On soumet des quant ites 6gales de protSine 
(SO^g) ^ un SDS- PAGE en utilisant un gel d • acrylamide k 15%, on 
effectue ensuite tin transfert par elect rophorfese sur une 
membrane de cellulose, puis des immunoempreintes avec un 
emticorps spficifiqiie d'une situation de phosphorylation capable 
de d6tecter specif iquement DARPP-32 phosphoryle sur Thr 75. 

Les rSsultats sont rapportes sur la figure 4. 

On constate que 1 • indirubine-3 • -monoxime inhibe cette 
phosphorylation de maniere concentration-dependante, avec une 
IC50 autour de 100 nM. 
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La phosphorylation de DARPP-32 par CDK5/p25 peut etre 
contr61ee avec tin anticorps phosphospecif ique dirige contre 
DARPP-32 phospho-Thr 75. 

On n' observe pas de phosphorylation in vivo sur ce 
site dans le tissu p35 . On constate une inhibition par 

1 'indirubine-B • -monoxime, ce qax montre que les indirubines 
sont capables d'inhiber CDK5 in vivo. 
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RSVEMDICATIOHS 

1 . Utilisation pour la fabrication de medicaments 
inhibiteurs de la GSK-3p de derives d* indianibine repondant k la 
5 formule generale I : ^ 



10 




dans laquelle et R^, identiques ou differents, 

representent iin atome , d • hydrogene , un atome d • halogene ; un 

15 groupe hydroxy; nn groupe methylenehydroxy; un radical alcoyle 
ou alkyloxy ou mSthylenealkoxy, ^ cbaine droite ou ramifiee, en 
CI ^ CIS; un radical cycloalkyle ayant 3 a 7 atomes de carbone, 
comprenant le cas echeant un ou plusieurs h£teroatomes; un 
radical aryle, aralkyle ou aryloxy, substitue ou non siibstitug, 

20 comprenant le cas echfiant un ou plusieurs heteroatomes ; un 
groupe mono- , di- ou trialkylsilyle ayant 1 a 6 atomes de 
carbone, independamment I'un de 1' autre, dans chague cas, dsuis 
le groupe allcyle k chaine droite ou ramifiee; un groupe mono-, 
di- ou triarylsilyle, avec des groupes aryle substitu6s pu non, 

25 independamment I'un de 1' autre, dans chaque cas; un groupe 
trifluoromSthyle; un groupe -COM; -CCX»4; ou -CHjCOOM, avec M 
representant un atome d* hydrogene, un groupe alkyle en CI Sl CIS, 
a chaine droite ou ramifiee, substituee le cas SchSsuxt par un ou 
plusieurs groupes hydroxy et/ou amino, ou un groupe aryle 

30 comprenant le cas echeant un ou plusieurs heteroatomes, pouvant 
etre substitue par un ou plusieurs atomes d' halogene, radicaux 
alkyle ou groupe alcoxy; un groupe -NR^^r", dans lequel R^^ et 
r", identiques ou differents, representent un atome d' hydrogene. 
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un radical alkyle a chaine droite ou ramififie, en CI ^ C18, le 
cas echeant sxibstitue en outre par vin ou plusieurs groupes 
hydroxy et/ou amino, \in groupe aryle, sxibstitue ou non, 
comprenant le cas gchSant \in . ou plusieurs hStiSroatomes; un 
5 groupe acyle; un groupe mfithylSneamino -CHj-NR^^r", dans leguel 
r" et r" presentent les significations ci-dessus; un groupe 
benzyle, dans lecjuel le noyau benzene comprend, le cas echeant, 
un ou plusieurs heteroatomes; un groupe methylenecycloalkyle 
avec 3 a. 7 atomes de carbone, compreneuit le cas ecbeant un ou 

10 plusieurs heteroatomes; un residu d'acide amine physiologique 
lie a 1' azote, conune un amide; un O-glycoside ou un N-glycoside, 
dans lequel le glycoside est choisi parmi les monosaccharides ou 
les disaccharides ; ou un groupe methyldnesulf onate; R^, R^, R*, 
R^, r'', R®, R^ et R^^, identiques ou differents, representent un 

15 atome d'hydrogene; d'halogene; un groupe hydroxy; un groupe 
nitroso; un groupe nitro; un groupe alkoxy; un groupe alkyle h 
chaine droite ou ramififie, en CI ^ CIS, le cas echeant sxibstitue 
par un ou plusieurs groupes hydroxy et/ou amino; un groupe 
aryle, substitue ou non, comprenant le cas echeant un pu 

20 plusieurs hStSroatomes ; iin groupe aralkyle, substitue ou non, 
comprenant le cas ficheant un ou plusieurs heteroatomes; tin 
groupe aryloxy, substitue ou non comprenauit le cas echeant xin ou 
plusieurs hSteroatomes; un groupe methylSnearylbxy, siibstituS ou 
non, comprenant le cas echeant un ou plusieurs hStSroatomes ; un 

25 groupe "cycloalkyle, avec 3^7 atomes de carbone, coxnprenant le 
cas echSauit un ou plusieurs heteroatomes; un groupe 
methylenecycloalkyle, avec 3 a 7 atomes de carbone, comprenant 
le cas SchSant un ou plusieurs hSteroatomes; un groupe 
trifluoromfethyle; un groupe -COM; -COOM; ou CHaCCX^M, avec M 

30 representant un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en CI a C18, 
k chaine droite ou ramifiee, sxibstltuee le cas fichecuit en outre 
par un ou plusieurs groupes hydroxy et/ou amino, ou un groupe 
aryle comprenant. le cas Scheant un ou plusieurs heteroatomes. 
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pouvant: etre substitue pax un ou plusieurs atomes d"halogene, 
groupes alkyle ou groupes alcoxy ; un groupe -NR^^R"^, dans lequel 
R^^ et r", identiques ou differents, reprSsentent un atome 
d»hydrogene, un radical alJcyle a chaine droite ou ramifiee, en 
5 CI a CIS, le cas echeant substitue en outre par un ou plusieurs 
groupes hydroxy et/ou amino, un groupe aryle siibstitue ou non, 
coraprensmt le cas ech6ant un ou plusieurs heteroatomes , un 
groupe acyle, ou dans lequel 1* atome d» azote fait partie d'un 
groupe cycloalkyle ayant 3^7 atomes de carbone, coxnprenant le 

10 cas echeant un ou plusieurs heteroatomes; un groupe -CONR^^", 
dans lequel R^^ et r" presentent les significations ci-dessus; un 
groupe hydroxyl amino; un groupe phosphate; tm groupe 
phosphonate; un groupe sulfate; un groupe sulfonate; un groupe 
sulfonamide; un groupe -S02NR^^r", dans lequel r" et r" 

15 presentent les significations donnees ci-dessus; un groupe azo - 
N«N-R^^, dans lequel represente xin groupe aromatique, le cas 

gchSant siibstitue par un ou plusieurs groupes carboxyle, 
phosphoryle ou sulfonate, ou un groupe O-glycoside ou N- 
glycoside, dans lequel le glycoside est choisi parmi les 

20 monosaccharides ou. les dissacharides; ou R^ et R^, et R^ et r", 
respect ivement, forment ensemble, independamment I'un de 
1» autre, un cycle ayant l a 4 groupes CHj, le cas Scheant 
substitue; et X et Y, identiques ou diffSrents, representent xin 
atome d^oxygSne; de soufre; de selenitim; de tellurium; uh groupe 

25 -NR", dans lequel r" reprSsente un atome d'hydrogene, un groupe 
alkyle, a chaine droite ou ramifiee, en CI h CIS, le cas Sch^ant 
sxibstitue par un 6u plusieurs groupes carboxyle, phosphoryle ou 
sulfonate, un groupe aryle substituS ou non, comprenant le cas 
SchSant un ou plusieurs ' hStSroatomes , wci groupe aralkyle, ou un 

30 groupe sulfonate; ou -NOR^*, dans lequel le groupe r" prSsente 
les significations donnees ci-dessus, 

et les sels de ces derives physiologiquement acceptables. 
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2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que, dans lesdits derives d • indinabine , un ou plusieurs 
atomes d'\m ou plusieurs cycles benzeniques sont remplacfis par 
des atomes d' azote. 

5 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que dans lesdits derives d • indirubine , un ou 
plusieurs systemes cyclicjues aromatiques ou non aromatiques, qui 
comprennent , le cas echeant, un ou plusieurs hetfiroatomes 

10 independamment I'un de 1' autre, sont condenses au systeme 
indirubine . 

4. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications la 3 , caracterisee en ce que les derives 

15 d' indirubine sont lies a un ester de polyethyleneglycol ou ^ \m 
gther de polyethyleneglycol paur des liaisons, respectivexnent, 
ester ou etber. 

5. Utilisation selon l»une cpielconque des 
20 revendications 1 a 4, caracterisee en ce que, dans lesdits 

derives d' indirubine, X et Y, identiques ou differents, 
representent. un groupe = O ou = NOH. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caract§ris6e 
25 en ce^que les substituants R^, R^, R* et R* desdits dSrives 

d' indirubine presentent les significations suivantes : 

- R^: un atome d'hydrogene, d^halogSne, un radical 
alkyle, un groupe -SO3H, -SOjNHj, -SOj-N- (CH3) 2, 
-SOj-N-CjHs-OH, -SO2-N- (C2H5-OH)2, -SO2-NH-CH3, 
30 - R^ et R®, independanunent I'un de 1' autre: un atome 

d'hydrogene ou d'halogene. 
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R^: tin radical alkyle ou aryle, les autres 
sxibstituants doiines sur la formule (I) representeuit xin atome 
d » hydrogene . 

7. Utilisation selon I'line quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que dans lesdits 
derives d • indimbine, X = ces de\ax stibstituants representant 
un groupe = O. 

8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisSe 
en ce que les substituants R^, r\ R* et R®, dcUis lesdits derives 
d • indirubine , repondent aux significations suivantes : 

- R^: alkyle, notamment methyle, et phenyle 

- R^: hydrogene, halogSne (F, CI, Br, I), NOj, 
- SbaH, -SO2NH2, -S02-N(CH3)2, -SO2-N-C2H5-OH, -SO^-N- (CaHs-OH) 3, - 
SO2-NHCH3, 

-R* et R® : halog&ne, en particulier I ou Br, 
les autres substituants donnes dans la formule (I) representeuit 
un atome d'hydrogSne. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caractSrisSe 
en ce que lesdits derives sont choisis parmi 1 ■ indirubine , la 5- 
iodo-indirubine, la 5 -bromo- indirubine, la 5 -chloro- indirubine, 
la 5-fluoro- indirubine, la 5 -mfithyl- indirubine, la 5-nitro- 
indirubine, la 5 -SO3H- indirubine, la 5 • -bromo- indirubine, ,1a 5- 
5 » -dibromo- indirubine ou I'acide 5 ' -bromo- indirubine 5- 
sulf onique • 

10. Utilisation selon I'une quelconque des 
30 revendications 1 IL 4, caracterisee en ce que, dans lesdits 

dSrives d» indirubine, X represente \in groupe = NOH et Y un 
groupe = O. 



15 



20 
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11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee 
en ce que represente un atome d'halogSne, ziotcunment I, ou un 
groupe -S03Na. 

12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee 
en ce que lesdits derives sont choisis parmi 1 • indirubine-3 • - 
monoxime, la 5-iodo-indirubine-3 • -monoxime et la S-SOjNa- 
indirubine-3 ' -monoxime . 

13. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 12 , caracterisee en ce que les medicaments 
sont prepares pour une administration par voie orale, sous forme 
de gelules, comprimes, dragSes ou capsules. 

14. Utilisation selon l^xme quelconque des 
revendications 1 a 12 , caracterisee en ce c[ue les mSdicaments 
sont prepares pour une administration par voie injectable, sous 
forme de solution. 

15. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 14, pour le traitement de pathologies 
impliquant GSK-3P et CDK5. 
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consequent, la recherche a ete limltee aux parties des revendicatlons qui 
presentent un fondement et un expose, c'est a dire les parties ayant 
trait aux composes des revendicatlons 9 et 12. 

II est a noter que le simple expose de la syntheise de composes connus en 
sol (page 10-25) ne peut en aucun cas const ituer un support sufflsant 
pour une utilisation therapeutique de ces composes . 
De meme, V utlsation de composes "volslns" de ceux revendlques comme 
elements de comparalson (derives d' Indigo ou d'lsatine : Tableau 2 page 
21) ne constltue pas un support technique pour demontrer I'actlvlte des 
composes revendlques. 

D' autre part, les revendicatlons 2 et 3 decrivent des composes dont les 
formules chlmiques ne sont ni incluses dans la formule I (outrepassent 
la definition de la formule I), n1 ne sont supportees par des exemples ou 
une description de composes sped fi ques. Par consequent, du au manque de 
support et de concision requis par r Article 6 du PCT, aucune recherche 
n'est effectuee sur ces revendicatlons. 

La revendlcation 4 (et ses revendicatlons dependantes), bien qu' 
elargissant la definition de la formule I, peut toutefois etre consideree 
comme une varlante technique acceptable de la revendlcation 1 car elle 
n'attente pas a la structure general e des composes et au concept inventif 
commun de la demande. Elle a done ete incluse dans la recherche, avec 
toutefois les limitations precedemment indlquees (concernant les formules 
chlmiques supportees par des exemples et precisement decrites). 

Par ailleurs, la revendlcation 15 a ete cherchee en relation avec le 
concept de la revendlcation 1 (inhiblteurs de la GSK-3b) et non sous ses 
multiples aspects specifiques (diverses maladies/pathologies) 
1 ndependerranent . 

Conclusion: 



revendicatlons entierement recherchees: rev. 9 et 12 
revendicatlons Incompletement recherchees: rev. 1,4-8,10,11,13-15 
revendicatlons non recherchees: rev. 2 et 3. 

L'attentlon du deposant est attiree sur le fait que les revendicatlons, 
ou des parties de revendicatlons, ayant trait aux Inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
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obligatolrement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de condulte adoptee par TOEB 
aglssant en qualite d'adraini strati on chargee de I'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un exaraen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Vobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independanunent du fait que les revendi cations 
aient ou n'aient pas ete modi flees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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